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Povzetek 
Monoamin oksidaza (MAO) je encim, ki preko oksidativne deaminacije aminov pripomore 
k ohranjanju homeostaze biogenih aminov in s tem uravnava nadzor nad čustvovanjem, 
razpoloženjem, zaznavanjem, presojo, razumom in drugimi kognitivnimi funkcijami. 
Obstajata dva izoencima MAO: MAO-A in MAO-B, ki sta vezani na zunanjo 
mitohondrijsko membrano in spadata v skupino flavoencimov. Zaviralci posameznega 
encima se trenutno uporabljajo pri zdravljenju depresije in Parkinsonove bolezni.  
Acetilholinesteraza (AChE) in butirilholinesteraza (BChE) sta encima, ki hidrolizirata živčni 
prenašalec acetilholin (ACh) v ocetno kislino in holin. Inhibitorji AChE se uporabljajo v 
terapevtske namene, saj je znižana koncentracija acetilholina prisotna pri bolnikih z 
Alzheimerjevo boleznijo in še nekaterih drugih boleznih. Zaviralci BChE so zaenkrat še 
predmet raziskovanja, vendar kažejo obetavne rezultate za njihovo bodočo uporabo pri 
zdravljenju Alzheimerjeve bolezni. 
Povečano nastajanje patogenih bakterijskih vrst z visoko odpornostjo proti antibiotični 
terapiji predstavlja resno nevarnost javnemu zdravju. Encimi ligaze Mur imajo pomembno 
vlogo v začetnih stopnjah izgradnje bakterijskega peptidoglikana in predstavljajo odlično 
tarčo bodočim protibakterijskim učinkovinam.  
Namen dela je bila sinteza novih potencialnih zaviralcev MAO, ligaz Mur, AChE in BChE. 
Laboratorijsko delo je v glavnem obsegalo sintezo derivatov 5-stirilnikotinonitrila, ki smo 
jim na koncu izmerili zaviralno aktivnost na vse omenjene encime. Struktura derivatov je 
bila načrtovana na osnovi znanih zaviralcev omenjenih encimov, ki so bili predhodno 
sintetizirani na Katedri za farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo, Univerze v 
Ljubljani. Poudarek je bil na izvajanju Heckove reakcije, katere največji problem so bili slabi 
izkoristki. Sintetizirane spojine z dovolj velikim izkoristkom smo poskusili pretvoriti v 
derivate 3-stiril-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina, ki so se tudi že izkazali kot zaviralci ligaz Mur. 
Izmed vseh sintetiziranih spojin se je najbolje izkazala spojina 5-(4-metoksi-3-
nitrostiril)nikotinonitril, z IC50 vrednostjo 0.425 µM na encimu MAO-B, kar je odličen 
rezultat in daje možnosti za razvoj novih učinkovin na področju zdravljenja Parkinsonove in 
drugih nevrodegenerativnih bolezni.  
Ključne besede: MAO, acetilholinesteraza, butirilholinesteraza, nevrodegenerativne 
bolezni, zaviralci, encimi Mur, peptidoglikan, protibakterijske učinkovine  
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Abstract 
Monoamine oxidase (MAO) helps to maintain the homeostasis of biogenic amines through 
oxidative deamination of amines and thereby regulates emotions, mood, perception, 
judgement and other cognitive functions. There are two MAO isoenzymes: MAO-A and 
MAO-B, which are bound to the outer mitochondrial membrane and belong to the group of 
flavoenzymes. Currently, enzyme inhibitors are being used in the treatment of depression 
and Parkinson's disease. 
Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) are enzymes, that hydrolyze 
the nerve transporter acetylcholine (ACh) to acetic acid and choline. Because of decreased 
concentrations of acetylcholine in Alzheimer's and several other diseases, AChE inhibitors 
are used for several therapeutic purposes. BChE inhibitors are still in development but could 
also be used to treat Alzheimer's disease in the future. 
The increased production of pathogenic bacterial species with high resistance to antibiotic 
therapy poses a serious public health threat. Mur enzymes play an important role in the initial 
stages of bacterial peptidoglycan biosynthesis and represent an excellent target for future 
antibacterial agents. 
The purpose of our work was to synthesize new potential inhibitors of MAO enzymes, 
inhibitors of Mur ligases and inhibitors of AChE and BChE. The laboratory work mainly 
involved the synthesis of 5-styrylnicotinonitrile derivatives, for which we measured the 
inhibitory activity against these enzymes. The structure of derivatives was designed based 
on known inhibitors which have already been synthesized at the Department of 
Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana. The syntheses 
were performed mainly with Heck reaction, with the biggest problem of extremely poor 
yields. We tried to convert synthesized compounds with sufficient yield to 3-styryl-5-(1H-
tetrazol-5-yl) pyridine derivatives, which have already proven to be inhibitors of Mur 
ligases. 
Out of all synthesized compounds, 5-(4-methoxy-3-nitrostyryl)nicotinonitrile, with an IC50 
value of 0.425 µM on the MAO-B enzyme, proved to be the best inhibitor, which provides 
potential for the development of new active substances in the field of Parkinson's and other 
neurodegenerative diseases. 
Key words: MAO, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, neurodegenerative 
diseases, inhibitors, Mur enzymes, peptidoglycan, antibacterial agents  
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Seznam okrajšav 
AB – Alzheimerjeva bolezen 
Ar – aromatski obroč 
Bu3vinilSn – tributil(vinil)stanan 
d – dublet 
dd – dublet dubleta 
ekv. – ekvivalent 
FAD – flavin adenin dinukleotid 
Ile – izolevcin 
IR – infrardeča spektrometrija 
J – sklopitvena konstanta v Hertzih 
kDA – kilodalton 
LCMS – tekočinska kromatografija – masna 
spektrometrija 
L-DOPA – levodopa 
m – multiplet 
m-DAP – mezo-diaminopimelinska kislina 







MurNAc – N-acetilmuraminska kislina 
MW – mikrovalovni reaktor 
NMR – jedrska magnetna resonanca 
PB – Parkinsonova bolezen 
Pd/C – paladij na ogljiku 
Phe – fenilalanin 
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Pi – anorganski fosfat 
PPh3 – trifenilfosfin 
ppm – delcev na milijon 
RA – rezidualna aktivnost 
s – singlet 
t – triplet  
TFA – trifluoroocetna kislina 
TMS – tetrametilsilan 
Tyr – tirozin 
UDP – uridin difosfat 




1.1 Parkinsonova bolezen 
Parkinsonova bolezen (PB) je kronična napredujoča nevrodegenerativna bolezen, ki 
prizadene 1-2 % ljudi po 50. letu starosti. Pojavi se zaradi progresivnega propadanja 
dopaminskih nigro-striatnih nevronov, kar se kaže v pomanjkanju dopamina v striatumu. 
Prizadene predvsem motorične funkcije, s spremljajočimi simptomi akinezije, bradikinezije, 
tresenja in motenj telesne drže, poleg tega pa so lahko prisotne tudi bolečina, motnje spanja, 
demenca, depresija itd. V večini razloga za nastanek bolezni ne poznamo, v nekaterih 
primerih pa lahko do nje pride zaradi zastrupitve s toksini, po prebolelem virusnem 
encefalitisu, po možganski kapi ali pa po visokem odmerku zdravil, ki prekinjajo dopaminski 
prenos v možganih [1-3]. 
Najpogosteje se uporablja zdravljenje z L-DOPO, ki se v možganih pretvori v dopamin. 
Zraven pogosto dodajajo zaviralce encima DOPA-dekarboksilaza, ki pretvarja L-DOPO v 
dopamin. Zaviralci ne prehajajo v možgane, zato zmanjšajo učinek dopamina na periferiji. 
Uporabljajo se tudi zaviralci MAO-B, lahko kot monoterapija ali v kombinaciji z L-DOPO 
[3]. 
1.2 Monoamin oksidaza 
Homeostaza biogenih aminov, kot so serotonin, dopamin in adrenalin, se ohranja s ponovnim 
privzemom v presinaptično celico in z oksidacijo oz. razgradnjo z monoamin oksidazami 
[4]. 
Monoamin oksidaza (MAO) je encim, ki katalizira reakcijo oksidativne deaminacije 
primarnih, sekundarnih in terciarnih aminov in tako ščiti nevrone pred eksogenimi amini, 
uravnava znotrajcelično vsebnost aminov in prepreči delovanje monoaminskih prenašalcev. 
Nekateri predstavniki slednjih so: indolamini (serotonin), kateholamini (dopamin, 
noradrenalin, adrenalin), imidazolamini (histamin) in amini, prisotni v sledovih (ß-
feniletilamin, tiramin, oktopamin…). Hitra razgradnja nekaterih monoaminov v možganih 
je ključna za pravilno delovanje sinaptičnega prenosa. Monoaminergični signalni mehanizmi 
so namreč odgovorni za uravnavanje razpoloženja, čustev, nadzora nad gibanjem, 
zaznavanja, dojemanja in drugih kognitivnih funkcij. V perifernih tkivih MAO z oksidativno 
razgradnjo prepreči prehajanje aminov iz hrane v krvni obtok [4-9]. 
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Poznamo dva izoencima MAO: MAO-A in MAO-B. Obe sta v različnih količinah prisotni 
v možganih, perifernih tkivih in različnih organih (v srcu, ožilju, jetrih, črevesju, pljučih, 
ledvicah, žlezi ščitnici, trombocitih in v placenti). MAO-A prevladuje v placenti, MAO-B 
pa v trombocitih. Njuna aktivnost se v človeških možganih področno razlikuje. Največja 
aktivnost obeh se opazi v striatumu in hipotalamusu, medtem ko je najmanjša v malih 
možganih in neokorteksu. Bazalni gangliji, serotoninergični nevroni in astrociti večinoma 
vsebujejo MAO-B, kateholaminergični nevroni, vključno s substanco nigro in 
periventrikularnimi deli hipotalamusa, pa vsebujejo pretežno MAO-A. MAO-A se v 
človeškem razvoju pred rojstvom pojavi pred MAO-B, po rojstvu pa se količina MAO-B v 
možganih znatno poveča in se skozi leta povečuje [4, 6-8]. 
1.2.1 Struktura 
MAO-A in MAO-B sta sestavljeni iz 527 in 520 aminokislinskih ostankov, njuna 
molekulska masa pa znaša približno 60 kDa. MAO-A kristalizira v obliki monomera, MAO-
B pa je dimer. Z zunanjo mitohondrijsko membrano sta povezani preko C-terminalne alfa 
heliks regije in z dodatnimi interakcijami preko različnih hidrofobnih aminokislinskih 
ostankov. V splošnem imata zelo podobno strukturo (70 % enakost). Obe spadata v skupino 
flavoencimov, saj vsebujeta kovalentno vezani kofaktor FAD, ki ima ključno vlogo pri 
njunem delovanju. Kodirata ju dva različna gena na X - kromosomu, razlikujeta pa se tudi v 
vezavnem mestu za substrat. Encima vsebujeta 3 glavne dele: 1) vezavno mesto za substrat, 
2) vezavno mesto za FAD, in 3) C-terminalno regijo (slika 1) [4, 5, 10]. 
Vezavni mesti za substrat sta pri obeh encimih večinoma hidrofobni, saj sta obdani z 
aromatskimi in alifatskimi ostanki. Tirozinska ostanka (Tyr398 in Tyr435 pri MAO-B, 
Tyr407 in Tyr444 pri MAO-A) s svojo razporeditvijo okrog kovalentno vezanih substratov 
tvorita »aromatski sendvič« in tako stabilizirata njihovo vezavo. Pri MAO-A je vezavno 
mesto za substrat sestavljeno iz ene votline, pri MAO-B pa je votlina dvodelna, sestavljena 
iz vhodne in substratne votline. Rotacija izolevcinskega ostanka Ile199 omogoča združitev 
dveh votlin v eno. Votlini sta ločeni ali združeni, odvisno od narave substrata oz. zaviralca, 
ki je prisoten. Pri MAO-A je namesto Ile199 prisoten ostanek Phe208, oba pa sta ključna za 
substratno specifičnost [4, 5, 7, 10]. 
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1.2.2 Katalitična aktivnost 
Reakcija oksidativne deaminacije je sestavljena iz treh stopenj. Substrat (amin) se oksidira 
tako, da se dva H atoma preneseta na encimski kofaktor FAD, pri čemer nastaneta imin in 
reduciran encim (FADH2). Imin se nato hidrolizira, nastaneta NH3 in aldehid, slednji pa se 
nadalje hidrolizira do kislin z aldehid dehidrogenazo (ALDH) ali do alkoholov/glikolov z 
aldehid reduktazo (ALR). Reduciran encim se nato oksidira, pri čemer nastane H2O2 (slika 
2) [4,8]. 
 
Slika 2 - Oksidativna deaminacija. 
V tem procesu stalno nastajajo aldehidi, H2O2 in NH3, ki so lahko škodljivi za organizem. 
H2O2 lahko sproži nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, ki izzovejo poškodbe mitohondrijev 
in nevronsko apoptozo. Za njegovo inaktivacijo v možganih skrbi encim glutation 
peroksidaza. Za preprečitev toksičnosti aldehidov skrbi ALDH, ki pa je pri PB prisotna v 
manjših količinah, zato se aldehidi kopičijo v substanci nigri, kar lahko izzove citotoksičnost 
Slika 1 – Struktura MAO-B. V modro obarvano področje se veže FAD, ki je obarvan rumeno. Rdeče obarvano je območje 
vezave substrata, z oranžnim delom pa je encim vezan na membrano. Vezan substrat je prikazan v zeleni barvi. Prirejeno po 
[5]. 
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in posledično nevrodegeneracijo. Za ohranjanje nizkih koncentracij NH3 v možganih pa 
skrbi encim glutamin sintaza [4, 6-8]. 
1.3 Zaviralci MAO 
1.3.1 Ireverzibilni neselektivni MAO zaviralci 
V zgodnjih 50ih letih prejšnjega stoletja so odkrili, da ima antituberkulotik iproniazid, 
hidrazinski derivat, antidepresivno delovanje pri tuberkulotičnih bolnikih, ki so bolehali za 
depresijo. Kasneje so odkrili, da iproniazid ireverzibilno zavira MAO encim, kar pomeni 
njegovo trajno deaktivacijo, funkcija pa se obnovi šele z njegovo nadomestitvijo. MAO 
zaviralci so se tako začeli uporabljati kot prvi učinkoviti antidepresivi. V poznejših 
desetletjih so razvili številne hidrazinske derivate in druge, ne-hidrazinske spojine z 
antidepresivnim delovanjem, veliko pa so jih sčasoma s trga umaknili zaradi 
hepatotoksičnosti in sprožitve tiraminske reakcije ter hipertenzivne krize. Tiraminska 
reakcija in hipertenzivna kriza se pojavita, ko ireverzibilno zavremo delovanje MAO-A v 
tankem črevesju, jetrih in endoteliju. MAO-A je namreč odgovorna za presnovo tiramina in 
drugih simpatomimetičnih aminov, prisotnih v hrani. Ker se le-ti ne presnovijo, vstopijo v 
krvni obtok in v možganih potencirajo simpatično kardiovaskularno aktivnost tako, da 
sprostijo noradrenalin. To se odraža v vazokonstrikciji in zvišanju krvnega tlaka ter srčnega 
utripa. Tiramin in druge simpatomimetične amine najdemo v fermentirani hrani kot so sir, 
staro meso, kislo zelje, sojine omake, itd. Poleg tvorjenja interakcij s tiraminom, lahko 
zaviralci MAO reagirajo tudi z zaviralci ponovnega privzema serotonina (sertralin, 
fluoksetin, venlafaksin…) in nekaterimi opioidnimi analgetiki (tramadol, metadon…), kar 
lahko vodi v serotoninski sindrom, katerega simptomi se kažejo kot halucinacije, izguba 
koordinacije, tahikardija, zvišanje telesne temperature, slabost, bruhanje, driska, itd. 
Interakcija s psevdoefedrinom ali fenilefrinom, ki sta pogosta dekongestiva, pa lahko 
povzroči zvišanje krvnega tlaka [4, 7-9, 11]. 
Ireverzibilni MAO zaviralci so danes po mnenju strokovnjakov druga in tretja izbira pri 
zdravljenju odporne, atipične in bipolarne depresije, kljub njihovi vprašljivi varnosti zaradi 
možnega pojava hipertenzivne krize in interakcij s tiraminom. Ob jemanju je potrebno 
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upoštevati ustrezno prehrano, ki ne vsebuje tiramina. Danes se uporabljajo predvsem 
fenelzin, tranilcipromin in izokarboksazid (slika 3) [4, 11]. 
 
Slika 3 - Ireverzibilni neselektivni MAO zaviralci. 
1.3.2 Reverzibilni MAO-A zaviralci  
Zaviralci, ki delujejo selektivno in reverzibilno na MAO-A, encima ne zavrejo trajno, ampak 
le za čas njihove vezave. Zaradi reverzibilne vezave zaviralca na črevesno MAO-A, ga 
tiramin lahko izpodrine in se presnovi ter izloči. Posledično tiramin ne preide v kri in ne 
povzroči hipertenzivne krize, v možganih pa je obenem še vedno dovolj visoka koncentracija 
zaviralca, da je prisoten antidepresivni učinek. Na trgu prisoten MAO-A zaviralec je 
moklobemid (slika 4). Študije kažejo, da je učinkovitost njegovega delovanja primerljiva z 
drugimi antidepresivi, kot so zaviralci ponovnega privzema serotonina in triciklični 
antidepresivi, vseeno pa je manj učinkovit, vendar tudi varnejši od neselektivnih 
ireverzibilnih MAO zaviralcev [4, 8, 11]. 
 
Slika 4 - Reverzibilni MAO-A zaviralec. 
1.3.3 MAO-B zaviralci 
Zaradi težav s hipertenzivno krizo so razvili tudi selektivne ireverzibilne in reverzibilne 
MAO-B zaviralce, ki inhibirajo le MAO-B, katere koncentracija je najvišja v možganih. 
Najprej so razvili selegilin, ki selektivno inhibira MAO-B le pri nizkih odmerkih, za 
antidepresivni učinek pa so potrebni višji odmerki, takrat pa selegilin ne deluje več 
selektivno. Kasneje so razvili transdermalno obliko selegilina za zdravljenje depresije, ki 
inhibira le MAO v možganih, inhibicija v črevesju pa je minimalna. Kljub obetavnim 
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rezultatom je transdermalni selegilin zelo redko uporabljen, predvsem zaradi zelo majhnega 
števila obstoječih kliničnih študij [11]. 
MAO-B zaviralci se danes uporabljajo pri zdravljenju PB. Inhibicija MAO-B okrepi 
dopaminergično aktivnost v striatumu, kar se kaže v povečanih koncentracijah dopamina v 
možganih. Zmanjša se tudi količina prostih radikalov, ki nastanejo pri oksidaciji dopamina, 
prav tako se zavre nastajanje nevrotoksina 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+), ki povzroča PB. 
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirin (MPTP) se s pomočjo MAO-B pretvarja v MPP+ in 
se uporablja za preučevanje PB pri študijah na živalih. Pri zdravljenju PB se uporabljajo 
selegilin, razagilin in safinamid, ki delujejo predvsem na izboljšanje motoričnih funkcij 
(slika 5). Lahko se uporabljajo kot monoterapija pri zgodnji obliki PB, ali v kombinaciji z 
L-DOPO pri napredovali PB. Selegilin lahko odloži potrebo po dodatni uvedbi L-DOPE za 
približno 9 mesecev, razagilin pa za 1 leto. Oba sta se izkazala kot varna, medtem ko ima 
razagilin manj neželenih učinkov. Selegilin se namreč metabolizira v potencialno toksične 
metabolite, kot sta l-metamfetamin in l-amfetamin. [4, 7-9]. 
 
Slika 5 – Ireverzibilna zaviralca MAO-B, selegilin in razagilin ter reverzibilni zaviralec MAO-B, safinamid. 
Povišana količina encima MAO-B je prisotna tudi pri Alzheimerjevi bolezni, zato bi lahko 
bili zaviralci, v ustrezni kombinaciji z drugimi zdravili, uporabni tudi pri upočasnjevanju 
napredovanja te bolezni. Huntingtonova bolezen in amiotrofična lateralna skleroza (ALS) 
imata patološke lastnosti, podobne Alzheimerjevi in PB. Študije na miših so zaenkrat 
pokazale pozitivne rezultate ob uporabi razagilina pri ALS, študija z enim pacientom pa je 
pokazala pozitivne rezultate ob uporabi selegilina v kombinaciji s fluoksetinom pri 
Huntingtonovi bolezni [4,7]. 
1.4 Alzheimerjeva bolezen  
Alzheimerjeva bolezen (AB) je kronična progresivna nevrodegenerativna bolezen, pri kateri 
prevladujejo znaki demence. Demenca prizadene približno 10 % ljudi po 70. letu starosti in 
10-20 % ljudi, starejših od 85 let. Najpogostejši simptom je izguba spomina, ki se pojavi 
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zaradi poškodbe in propadanja nevronov v predelih možganov, ki so udeleženi v tvorbi novih 
spominov. Ostali simptomi so motnje prepoznavanja in  razumevanja jezika ter druge motnje 
kognitivnih sposobnosti, ki otežujejo opravljanje vsakodnevnih aktivnosti. Simptomi so 
lahko različni, odvisno od predela prizadetosti možganov. Značilen je pojav amiloidnih leh 
v hipokampusu, amigdaloidnih jedrih in neokorteksu ter pojav nevrofibrilarnih pentelj v 
nevronih serotoninergičnega, noradrenergičnega in holinergičnega sistema. Razvoj bolezni 
lahko nekoliko upočasnimo z zaviralci acetilholinesteraze, ki zvečajo delovanje 
holinergičnega sistema. Trenutno so na voljo donepezil, rivastigmin in galantamin [3, 12, 
13]. 
1.5 Acetilholinesteraza 
Acetilholinesteraza (AChE) je serinska hidrolaza, ki se nahaja predvsem v možganih, 
mišicah, plazmi in krvnih celicah. Njena vloga je prekinitev prenosa v holinergičnih sinapsah 
preko hidrolize živčnega prenašalca acetilholina v ocetno kislino in holin (slika 6) [14-16]. 
 
Slika 6 - Reakcija hidrolize acetilholina. 
Encim AChE je sestavljen iz dolge in ozke špranje, ki vsebuje 2 ločeni vezavni mesti: 
katalitično aktivno mesto na spodnjem delu encima in periferno anionsko mesto zgoraj. 
Katalitično aktivno mesto se deli še na 2 podenoti, in sicer na katalitično triado (ali esterno 
podenoto) in anionsko podenoto (slika 7). Holinski del reagira s triptofanom v anionski 
podenoti, zraven katalitične triade pa je področje, imenovano oksianionska luknja, ki reagira 
s karbonilnim kisikom ACh. Katalitična triada je udeležena pri hidrolizi živčnega prenašalca 
ACh. Periferno anionsko mesto je odgovorno za usmerjanje holinskih estrov v katalitično 
aktivno mesto. Vezava kateregakoli liganda v periferno anionsko mesto blokira vstop in 
izhod substratov iz aktivnega mesta. Nekateri ligandi se vežejo v periferno anionsko mesto 
in blokirajo vstop ACh v aktivno mesto, s čimer delno zavirajo aktivnost AChE [14-17]. 
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1.6 Zaviralci acetilholinesteraze 
Zaviralci AChE zavrejo acetilholinesterazni encim in tako preprečijo razpad ACh, pri čemer 
se zvišata njegova količina in čas delovanja. Delimo jih na ireverzibilne in reverzibilne [14]. 
Reverzibilni zaviralci so namenjeni zdravljenju miastenije gravis, AB, pooperativnega 
ileusa, napihnjenosti mehurja, glavkoma in tudi kot antidot pri predoziranju 
antiholinergikov. Uporabljajo se karbamati (piridostigmin, fizostigmin, rivastigmin), 
piperidinski derivati (donepezil) in alkaloidi (galantamin). Ireverzibilni zaviralci so 
organofosforne spojine, ki se uporabljajo kot insekticidi (etil paration, malation) in živčni 
strupi (tabun, sarin, soman…) ter v oftalmologiji pri zdravljenju kroničnega glavkoma 
(diflos in ekotiopat) [14, 15, 17]. 
1.7 Butirilholinesteraza 
Butirilholinesteraza (BChE) ali psevdoholinesteraza je serinska hidrolaza, ki se nahaja 
predvsem v možganih, plazmi, jetrih, koži in mišicah. Njena vloga je tako kot pri AChE, 
razgradnja acetilholina. Študije kažejo, da BChE razstruplja nekatere snovi, ki jih pojemo 
ali vdihnemo, kot so npr. kokain in organofosforne spojine. Butirilholinesteraza razgrajuje 
peptid oktanoil grelin, ki stimulira potrebo po hrani in pripomore k zvečanju telesne teže saj 
zmanjšuje porabo energije in razgradnjo maščob. Pomanjkanje BChE naj bi bilo torej 
povezano z zmanjšano razgradnjo maščob v telesu [18, 19]. 
Slika 7- Struktura AChE. Prirejeno po [17]. 
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BChE tetramer vsebuje štiri enake podenote, ki so med seboj povezane s snopom štirih 
heliksov. Na sredini heliksov se nahaja poliprolinski peptid, katerega vloga je sestava 
podenot v tetramere (slika 8) [18]. 
 
 
1.8 Zaviralci butirilholinesteraze 
Pri AB je opazno zmanjšanje aktivnosti AChE v nekaterih predelih možganov, medtem ko 
je aktivnost BChE nespremenjena ali povišana, okrog nevritskih plakov pa sta aktivnosti 
obeh encimov povišani. Acetilholinesterazni zaviralci lahko zvišajo koncentracije ACh v 
tolikšni meri, da je to vzrok zaviranja AChE aktivnosti. To lahko izzove aktivnost BChE, da 
hidrolizira ACh, kar kaže na njeno kompenzatorno aktivnost zaradi izgube aktivnosti AChE. 
Študije na živalih kažejo, da neselektivni zaviralci AChE bolj učinkovito zvišajo 
koncentracijo ACh v možganih kot selektivni zaviralci BChE, vendar pa slednji ne 
povzročajo holinergičnih stranskih učinkov (slabost, bruhanje, driska, bradikardija, 
omotica…). Selektivni BChE zaviralci bi zato lahko bili v prihodnosti indicirani za 
zdravljenje pacientov z napredovalo AB, ki imajo zvišane koncentracije BChE in znižane 
koncentracije AChE [19]. 
Slika 8 - Struktura BChE: levo - pogled od zgoraj, desno - pogled s strani. Prirejeno po [18]. 
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1.9 Ligaze Mur 
1.9.1 Peptidoglikan 
Peptidoglikan je neprekinjena makromolekularna struktura, ki se nahaja na zunanji 
citoplazemski membrani skoraj vseh prokariontov in je značilna le za njih. Njegova glavna 
vloga je ohranjanje rigidnosti, fleksibilnosti, trdnosti in odpornosti bakterijskih celic, kar jim 
omogoča rast in deljenje, poleg tega pa peptidoglikan vzdržuje tudi notranji osmotski pritisk 
in tako ohranja celično obliko [20-23]. 
Sestavljen je iz linearnih glikanskih verig, med seboj prečno povezanih s kratkimi peptidi. 
Glikanske verige sestavljajo izmenjujoče se enote N-acetilglukozamina (GlcNAc) in N-
acetil-muraminske kisline (MurNAc), ki so povezane z ß-1-4 glikozidno vezjo. D-laktatna 
skupina vsakega MurNAc ostanka je substituirana s peptidom, ki je najpogosteje sestavljen 
iz L-alanina, D-glutaminske kisline, mezo-diaminopimelinske kisline (ali L-lizina) in D-
alanin-D-alanina (slika 11). Takšna sestava je prisotna v nastajajočem peptidoglikanu, v 
končni makromolekuli pa je zadnji D-alaninski ostanek odstranjen [20, 22, 24, 25]. 
Biosinteza peptidoglikana je zelo kompleksen proces. Prva stopnja poteka v citoplazmi in 
vključuje izgradnjo monomerne enote N-acetilglukozamin-N-acetilmuramil pentapeptida. 
Pri biosintezi UDP-MurNAc peptidov encimi MurC-F zaporedoma pripenjajo L-alanin 
(MurC), D-glutaminsko kislino (MurD), diamino oz. mezo-diaminopimelinsko kislino ali L-
lizin (MurE) in dipeptid D-ala-D-ala (MurF) na D-laktatno skupino UDP-MurNAc. Druga 
stopnja biosinteze obsega reakcije polimerizacije, ki potekajo na zunanji strani 
citoplazemske membrane (slika 11) [20-22, 24].  
1.9.2 Katalitični mehanizem in struktura ligaz Mur 
Ligaze Mur katalizirajo izgradnjo peptidne vezi s sočasno izgradnjo ADP in Pi iz ATP, pri 
čemer je za reakcijo nujno potreben bivalentni kation Mg2+ ali Mn2+. Delijo si enak reakcijski 
mehanizem. S pomočjo ATP pride najprej do aktivacije karboksilne skupine UDP 
prekurzorja, kar vodi do nastanka acil fosfatnega intermediata in ADP. Amino skupina 
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aminokisline nukleofilno napade acil fosfatni intermediat, pri čemer nastane 
visokoenergijski tetraedrični intermediat, ki razpade na peptid in Pi (slika 9) [24]. 
Encimi Mur imajo enake tridimenzionalne strukture v treh domenah. N-terminalna domena 
je vezavno mesto za nukleotidni substrat, centralna domena veže ATP, C-terminalna domena 
pa veže aminokislino oz. dipeptid. Topologije centralne in C-terminalne domene so si med 
encimi podobne, medtem ko so pri N-terminalni domeni prisotne razlike, ki so odvisne od 
dolžin nukleotidnih substratov (slika 10) [20, 22, 24]. 
Slika 9 - Mehanizem podaljševanja peptida. Prirejeno po [22]. 
Slika 10 - Struktura Mur encimov. N-terminalna domena je obarvana rumeno, rdeča predstavlja centralno domeno in zelena 
C - terminalno domeno. Nukleotidni substrat je obarvan s svetlo modro in aminokislina s temno modro. Prirejeno po [22]. 
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1.10 Zaviralci ligaz Mur 
Povečano nastajanje patogenih bakterijskih vrst z visoko odpornostjo proti antibiotični 
terapiji predstavlja resno nevarnost javnemu zdravju, zato je razvoj novih antibiotikov nujno 
potreben. Najbolj znana in učinkovita tarča antibiotične terapije je sistem biosinteze 
peptidoglikana, v kateri sodelujejo mnogi encimi, ki so obravnavani kot potencialne tarče 
novih antibiotikov. Poznejše korake polimerizacije peptidoglikana izkoriščamo kot tarče 
protibakterijskih ß-laktamov, vankomicina in bacitracina, začetni koraki biosinteze 
peptidoglikanskega citoplazemskega prekurzorja, N-acetilglukozamin-N-acetilmuramil 
pentapeptida, pa so za zdaj manj izkoriščeni (slika 11). Ligaze MurC-F predstavljajo odlične 
terapevtske tarče, saj so ohranjene v vseh medicinsko pomembnih bakterijah in nujne za 
njihovo preživetje [21, 22, 25]. 
Poznamo kar nekaj potencialnih zaviralcev ligaz Mur z IC50 vrednostmi v mikro- in 
nanomolarnih območjih. Na sliki 12 so prikazane nekatere strukture znanih zaviralcev z 
njihovimi vrednostmi IC50 in pripisanim encimom, ki ga zavirajo [24]. 
Slika 11 - Struktura in posamezne stopnje biosinteze peptidoglikana z označenimi točkami delovanja do sedaj znanih 
inhibitorjev. Prirejeno po [22]. 
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Encimi MurC-F delujejo po enakem katalitičnem mehanizmu in si delijo enake strukturne 
lastnosti, kar je lahko uporabno pri načrtovanju njihovih zaviralcev, ki bodo zmožni zavirati 
več encimov hkrati. To bi vodilo k bolj učinkovitemu zaviranju biosintezne poti, poleg tega 
pa bi bila pogostost pojava odpornosti proti takemu zaviralcu veliko nižja, saj bi se mutacije, 
ki bi vplivale na odpornost, morale pojavljati v več kot enem tarčnem genu hkrati [21, 22]. 
  
Slika 12 - Strukture znanih zaviralcev ligaz Mur z dopisanimi vrednostmi IC50 in encimom, ki ga zavirajo. Prirejeno po [24]. 
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2 NAMEN DELA 
Naš namen je sinteza 5-stirilnikotinonitrilnih derivatov (slika 13), ki jih bomo testirali na 
zaviranje encimov monoamin oksidaze A in B, ligaz Mur, acetilholinesteraze in 
butirilholinesteraze. Zaviralno aktivnost bomo ovrednotili na encimih tako, da bomo določili 
rezidualno aktivnost (RA) in vrednost IC50. Glede na razpoložljivost reagentov na fakulteti 
in glede na količino sintetiziranih spojin bomo le-te pretvorili v derivate 3-stiril-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridina (slika 13), za katere pričakujemo, da bodo izkazovali zaviralno 
aktivnost na encimih Mur. 
Strukture spojin, ki jih bomo sintetizirali, smo načrtovali na podlagi predhodno sintetiziranih 
spojin na Katedri za farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo, Univerze v Ljubljani, ki 
so izkazovale zaviralno aktivnost na omenjene encime. S testiranjem knjižnice zaviralcev 
kinaz, se je spojina na sliki 14 izkazala kot ena izmed bolj aktivnih na ligaze Mur. Z 
različnimi modifikacijami furanskega in tetrazolnega dela spojine je bilo sintetiziranih kar 
nekaj analogov, ki so izkazovali zaviralno aktivnost tudi na encime MAO-A in B, AChE ter 
BChE. Stilbeni so znani zaviralci encima MAO, zaviralna aktivnost na encima AChE in 
BChE pa je bila testirana naključno.  
Pri sintezi načrtovanih spojin se bomo osredotočili na modifikacijo stirilnega dela molekule. 
Delno bomo izhajali tudi iz strukture spojine na sliki 15, ki je bila sintetizirana v okviru 
magistrskega dela Tilna Urbančiča in je izkazovala zaviralno aktivnost na encim MAO-B v 
nanomolarnem območju. 
Slika 13 - Splošni strukturi derivatov 5-stirilnikotinonitrila (levo) in 3-stiril-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina (desno). 
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Slika 14 - Spojina z zaviralno aktivnostjo na ligaze Mur, IC50 (MurD) = 104 μM, IC50 (MurF) = 61 μM. 
 
Slika 15 - Spojina z zaviralno aktivnostjo na MAO-B, IC50 = 0.42 ± 0.04 μM. 
Sinteze bomo izvajali po splošni reakcijski shemi, prikazani na spodnji sliki (slika 16). 
Najprej bomo s Stille-jevo reakcijo sintetizirali 5-vinilnikotinonitril, ki ga bomo s Heckovo 
reakcijo pretvorili v različne analoge 5-stirilnikotinonitrila. Dobljenim analogom bomo -CN 
skupino pretvorili v tetrazolni obroč. 
Pri identifikaciji in ugotavljanju čistoče sintetiziranih spojin bomo uporabljali NMR analizo, 
masno spektrometrijo (MS), tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) in IR 
spektrometrijo.  
 
Slika 16 - Splošna reakcijska shema. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali reagente, sušilna sredstva in topila različnih 
proizvajalcev (Sigma-Aldrich, Acros Organics, TCI, Merck).  
3.2 Metode 
3.2.1 Kromatografske metode 
❖ Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabljali pri spremljanju poteka reakcij in pri 
določevanju primerne mobilne faze za čiščenje spojin s kolonsko kromatografijo. 
Stacionarno fazo so predstavljale kromatografske plošče TLC Silica gel 60 F254 proizvajalca 
Merck, ki jih sestavlja aluminijast nosilec s silikagelom debeline 0,20 mm. Mobilne faze so 
navedene v poglavju »Eksperimentalno delo« za vsako spojino posebej. Za detekcijo spojin 
smo uporabili UV svetlobo valovnih dolžin λ = 254 nm in λ = 366 nm ter orositveni reagent 
FeCl3.  
❖ Kolonska kromatografija 
S kolonsko kromatografijo smo očistili večino končnih spojin. Kot stacionarno fazo smo 
uporabili Silikagel 60 proizvajalca Merck, z velikostjo delcev 0,040 – 0,063 mm. Mobilne 
faze so navedene v poglavju »Eksperimentalno delo« za vsako spojino posebej. Kolonsko 
kromatografijo smo izvajali v steklenih kolonah različnih velikosti, odvisno od mase 
nanešenega vzorca.  
❖ Kolonska kromatografija z reverzno fazo 
Z reverznofazno kromatigrafijo smo poskusili očistiti nekatere spojine, ki jih z navadno 
kolonsko kromatografijo nismo uspeli. Uporabili smo napravo Biotage Isolera One System. 
Stacionarna faza je bila Biotage SNAP Ultra C18, kot mobilno fazo pa smo uporabili vodo 
z 1% TFA in acetonitril z gradientom 10-60 %. Gradient se je od 0 do končnih 30 minut 
povečeval z 10 % na 60 %. Vzorec smo pripravili z njegovo adsorpcijo na silikagel. 
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❖ Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC)  
Za določanje čistosti končnih spojin smo uporabili tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti. Uporabili smo napravo Agilent Technologies HP 1100 z detektorjem G1365B 
UV-VIS (220 in 254 nm) in kolono XBridgeTM Phenyl 3.5 µm (4,6 x 150 mm) pri 
temperaturi 25 °C. Uporabili smo mobilno fazo z 0.1 % TFA v vodi in gradientom 
acetonitrila 40-100 %. Od 0 do 15 minut se je delež acetonitrila gradientno povečeval s 40 % 
na 100 %, potem pa je bil 20 minut konstantno na 100 %. Volumen injiciranega vzorca je 
bil 5 µL. 
3.2.2 Spektroskopske metode 
❖ Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
S pomočjo NMR analiz smo identificirali sintetizirane spojine in ugotavljali njihovo čistost 
in strukturo. Analize smo izvajali na napravi Bruker Avance III. Snemali smo 1H-NMR 
spektre pri frekvenci 400 MHz in 13C-NMR spektre pri frekvenci 100 MHz. Vzorce smo 
pripravili tako, da smo jih raztopili v devteriranih topilih DMSO-d6, CDCl3 ali v MeOD, 
katerim je kot interni standard dodan tetrametilsilan (TMS). Glede na interni standard smo 
potem določili kemijske premike v enoti ppm. Spektre smo analizirali z uporabo 
računalniškega programa NMRnotebook 2.70 proizvajalca NMRTEC S.A.S.  
❖ Masna spektrometrija visoke ločljivosti (HRMS)  
Masne spektre končnih spojin smo za določitev njihove kemijske formule posneli na napravi 
Q Executive Plus LC-MS v ESI-HRMS tehniki. 
❖ Infrardeča spektrometrija (IR) 
IR spektre smo posneli s spektrometrom Nicolet Nexus 470 FT-IR s tehniko ATR (tehnika 
oslabljene popolne odbojnosti). 
3.2.3 Določanje temperature tališča 
Za določitev temperature tališča končnim spojinam smo uporabili Kofflerjev mikroskop z 
ogrevalno mizico Leica. 
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3.2.4 Biološka testiranja 
❖ Testiranje zaviralcev encima MAO 
Pri testiranju zaviralne aktivnosti sintetiziranih spojin smo uporabili rekombinantna humana 
encima MAO-A in MAO-B, ki sta bila pridobljena iz celic insektov, okuženih z 
bakulovirusnim ekspresijskim sistemom [26].  
V 100 μL 50 mM fosfatnega pufra s pH = 7,4, ki mu je bil dodan 0,05 % v/v Triton X-114, 
smo dodali preučevane spojine, raztopljene v DMSO (koncentracija raztopine je bila 
20 mM) in MAO-A ali MAO-B (v količini, ki je potrebna za oksidacijo približno 165 pmol 
p-tiramina na minuto). Suspenzijo smo inkubirali 15 minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo 
sprožili reakcijo z dodatkom 200 μM reagenta Amplex Red, predhodno raztopljenega v 
DMSO, 2 U/mL hrenove peroksidaze in 1 mM substrata p-tiramin. Encim MAO reagira s 
substratom p-tiraminom, pri čemer nastaja H2O2, ki ob prisotnosti hrenove peroksidaze 
reagira z reagentom Amplex Red, ki se pretvori v rdeče obarvan fluorescentni produkt 
resorufin. Koncentracija produkta je sorazmerna množini nastalega H2O2 in s tem aktivnosti 
encima. Fluorescenco resorufina smo merili kvantitativno pri valovni dolžini 590 nm. Hkrati 
smo izvajali slepi poskus, ki je vseboval čist DMSO, brez preučevanih spojin [26]. 
Rezidualno vrednost (RA) smo določili vsem spojinam, tistim z RA manjšo od 40 %, pa 
dodatno izračunali srednjo zaviralno koncentracijo (IC50) [26]. 
Testiranja je opravil asistent dr. Damijan Knez, mag. farm., na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani.  
❖ Testiranje zaviralcev acetilholinesteraze in butirilholinesteraze  
Jakost zaviralne aktivnosti končnih spojin proti rekombinantni človeški BChE (huBChE) in 
mišji AChE (mAChE) smo določili z metodo po Ellmanu. Uporabili smo 20 mM 
koncentracijo preučevanih spojin, raztopljenih v DMSO. Kot substrat smo za preizkus 
zaviranja huBChE uporabili butiriltioholin jodid (BTC), ki po encimski hidrolizi razpade na 
butirat in tioholin. Pri testiranju zaviranja mAChE smo kot substrat uporabili acetiltioholin 
jodid (ATC), ki hidrolizira na acetat in tioholin. Tioholin reagira z dodanim Ellmanovim 
reagentom, 5,5´-ditiobis (2-nitrobenzojska kislina) (DTNB), pri čemer nastane rumeno 
obarvani 5-tio-2-nitrobenzoatni anion z absorpcijskim maksimumom pri λ = 412 nm. Z 
dodatkom zaviralcev encimov se zmanjša nastajanje tioholina in posledično 5-tio-2-
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nitrobenzoatnega aniona, kar se kaže v padcu absorbance pri uporabljeni valovni dolžini [27, 
28]. 
Spojinam smo določili RA, tistim z RA manjšo od 40 %, pa dodatno izračunali IC50. 
Testiranja je opravil asistent dr. Damijan Knez, mag. farm., na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani. 
❖ Testiranje zaviralcev ligaz Mur 
Zaviralne aktivnosti spojin na encime MurC-F smo določali s testom na osnovi barvila 
malahitno zeleno. Pri encimski reakciji nastaneta ADP in anorganski fosfat (Pi). Slednji 
reagira z reagentom molibdatom, pri čemer nastane fosfomolibdat, ta pa z malahit zelenim 
tvori obarvan kompleks, ki ga določamo spektrofotometrično pri λ = 650 nm. Aktivnost 
encima se zmanjša ob prisotnosti zaviralca, zato nastane manj Pi, kar zaznamo kot padec 
absorbance pri omenjeni valovni dolžini. Rezultati se potem primerjajo s slepim preizkusom, 
ki ne vsebuje zaviralca [29, 30]. 
Končni volumen reakcijske zmesi je bil 50 µL, koncentracija DMSO pa 5 % (v/v). Vzorec 
je vseboval še: 
• MurC: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 120 µM 
L-Ala, 120 µM UDP-MurNAc, 450 µM ATP, očiščen MurC in 100 µM testirano 
spojino, raztopljeno v DMSO  
• MurD: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 100 µM 
D-Glu, 80 µM UDP-MurNAc-L-Ala, 400 µM ATP, očiščen MurD in 100 µM 
testirano spojino, raztopljeno v DMSO 
• MurE: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 15 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 60 µM 
m-DAP, 100 µM UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu, 1000 µM ATP, očiščen MurE in 
100 µM testirano spojino, raztopljeno v DMSO 
• MurF: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 50 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 600 µM 
D-Ala-D-Ala, 100 µM UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-m-DAP, 500 µM ATP, očiščen 
MurF in 100 µM testirano spojino, raztopljeno v DMSO [29,30]. 
Vsem spojinam smo tako kot v prejšnjih primerih določili RA, tistim z manjšo RA od 45 %, 
pa dodatno izračunali IC50. 
20 
Testiranja je opravila doc. dr. Martina Hrast, mag farm., na Fakulteti za farmacijo Univerze 
v Ljubljani. 
3.2.5 Poimenovanje in risanje spojin 
Pri risanju reakcijskih shem, računanju količin dodanih izhodnih spojin, katalizatorjev in 
ligandov, računanju izkoristkov ter IUPAC poimenovanju spojin smo uporabljali program 
ChemDraw Professional 16.0, proizvajalca PerkinElmer, Inc. 
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 
Spodaj so prikazane posamezne stopnje reakcij sinteze spojin (slika 17). S prvo stopnjo 
reakcije smo pripravili spojino 1, ki smo jo uporabili za vse nadaljnje reakcije. Z drugo 
stopnjo reakcij smo pripravili spojine 2, 3, 4, 5, 7, 9, 10 in 11 ter bili neuspešni pri pripravi 
spojin 6 in 8. Z zadnjo stopnjo reakcije smo pripravili spojini 13 in 14 ter bili neuspešni pri 
pripravi spojine 12. S spojinama 7 in 9 smo izvedli še hidrolizo estra in tako dobili spojini 
15 in 16, naknadno pa smo še spojini 9 pretvorili dvojno vez v enojno in dobili spojino 17.  
 
Slika 17 - Reakcijska shema. 





Odmerili smo 6,0 ml tributil(vinil)stanana (20,62 mmol; 1,2 ekv.) in ga prepihovali z 
argonom približno 5 minut. Potem smo dodali 5-bromonikotinonitril (3,15 g; 17,19 mmol; 
1,0 ekv.), THF (30 ml), LiCl (0,87 g; 20,62 mmol; 1,2 ekv.) in nazadnje Pd(PPh3)4 (0,99 g; 
0,86 mmol; 0,05 ekv.), ter mešali na oljni kopeli 24 h pri temperaturi 110 °C. Naslednji dan 
smo izvedli ekstrakcijo. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (100 ml) in jo spirali s H2O 
(2x20 ml). Organsko fazo smo ohranili, vodno fazo pa spirali z dietiletrom (20 ml). 
Združenima organskima fazama smo odstranili topilo z rotavapiranjem, produkt pa očistili s 
kolonsko kromatografijo (mobilna faza: heksan/etilacetat = 3/1) in ga uporabili za nadaljnje 
reakcije. 
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Videz Rumena trdna snov 
Tališče [°C] / 
Izkoristek 120 % 
TLC Rf = 0,17; mobilna faza: heksan/etilacetat = 3/1 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ 8.81 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Hpiridin), 8.76 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 
7.98 (dd, J = 2.1 Hz, 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 6.72 (dd, J = 11.1 Hz, 
17.5 Hz, 1H, HCH), 5.93 (d, J = 17.5 Hz, 1H, HCH2), 5.56 (d, J 
=11.1 Hz, 1H, HCH2) ppm 
 
4.2 Sinteza 5-(4-(hidroksimetil)stiril)nikotinonitrila (2) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 1 (0,3 g; 2,31 mmol; 1,0 ekv.), 4-bromobenzilni alkohol (0,52 g; 2,77 
mmol; 1,2 ekv.) in P(o-tol)3 (0,07 g; 0,23 mmol; 0,1 ekv.). Zmes smo 5 minut prepihovali z 
argonom. Potem smo dodali Et3N (0,32 ml; 2,31 mmol; 1,0 ekv.), CH3CN (4 ml) in nazadnje 
Pd(OAc)2 (0,052 g; 0,23 mmol; 0,1 ekv.) ter segrevali 1 h v mikrovalovnem reaktorju pri 
temperaturi 130 °C. Zaradi slabega poteka reakcije smo dodali 4-bromobenzilni alkohol 
(0,52 g; 2,77 mmol; 1,2 ekv.) in Pd(OAc)2 (0,026 g; 0,12 mmol; 0,05 ekv.) ter ponovno 
segrevali 1 h pri temperaturi 130 °C. Nadaljevali smo z ekstrakcijo. Reakcijski zmesi smo 
dodali EtOAc (100 ml) in jo spirali s H2O (20 ml) in z nasičeno raztopino NaCl (20 ml). 
Organsko fazo smo posušili z Na2SO4 in jo filtrirali. Topilo smo odstranili z rotavapiranjem 
in produkt očistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza: heksan/etilacetat = 1/1). 
Videz Rumena trdna snov 
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Tališče [°C] 122,3-122,7  
Izkoristek 50 % 
TLC Rf = 0,08; mobilna faza: heksan/etilacetat = 1/1 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ 8.90 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 8.74 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hpiridin); 
8.08 (dd, J = 2.2 Hz, 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 7.55 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 
HAr), 7.42 (d, J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 7.24 (d, J = 16.4 Hz, 2H, 
Hdv.vez, HOH), 7.05 (d, J = 16.4 Hz, 1H, Hdv.vez), 4.75 (dd, J = 12.5 
Hz, ∆ = 18.1 Hz, 2H, HCH2OH), 1.71 (t, J = 5.9 Hz, 1H, HOH) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) 
δ 151.4, 150.5, 142.1, 135.7, 135.2, 133.6, 133.5, 127.7, 127.4, 
122.5, 116.7, 110.3, 65.1 ppm 
HRMS Izračunano za C15H13N2O (M+H)
+: 237,1014 
Teoretična: 237,1022 
HPLC tR = 5,220 min; 5,127 min (73,7 %; 17,5 %) 
IR (cm-1) 3360,00; 3052,11; 2914,95; 2233,57; 1419,41; 1206,97; 1050,08; 
966,79; 860,42; 696,16 
 
4.3 Sinteza 5-(4-metoksistiril)nikotinonitrila (3) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 1 (0,3 g; 2,31 mmol; 1,0 ekv.) in P(o-tol)3 (0,07 g; 0,23 mmol; 0,1 
ekv.). Zmes smo 5 minut prepihovali z argonom. Potem smo dodali 4-bromoanizol (0,43 ml; 
3,46 mmol; 1,5 ekv.), Et3N (0,32 ml; 2,31 mmol; 1,0 ekv.), CH3CN (4 ml) in nazadnje 
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Pd(OAc)2 (0,052 g; 0,23 mmol; 0,1 ekv.). Segrevali smo 1 h v mikrovalovnem reaktorju pri 
temperaturi 130 °C. Zaradi slabega poteka reakcije smo dodali Pd(OAc)2 (0,026 g; 0,12 
mmol; 0,05 ekv.) in ponovno segrevali 1 h pri temperaturi 150 °C. Nadaljevali smo z 
ekstrakcijo. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (100 ml) in spirali s H2O (20 ml) ter z 
nasičeno raztopino NaCl (20 ml). Organsko fazo smo posušili z Na2SO4 in filtrirali. Z 
rotavapiranjem smo odstranili topilo, produkt pa nadalje očistili s kolonsko kromatografijo 
(mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1).  
Videz Rumena trdna snov 
Tališče [°C] 96,3-106,8 
Izkoristek 24 % 
TLC Rf = 0,24; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ 8.86 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 8.69 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.03 (dd, J = 2.2 Hz, 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 
HAr), 7.18 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hdv.vez), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 
HAr), 6.90 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hdv.vez), 3.80 (s, 3H, HCH3) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) 
δ 160.4, 151.1, 149.9, 135.2, 133.8, 133.2, 128.5, 128.4, 120.1, 
116.7, 114.4, 110.1, 55.4 ppm 
HRMS Izračunano za C15H13N2O (M+H)
+: 237,1016 
Teoretična: 237,1022 
HPLC tR = 8,593 min (99,4 %) 
IR (cm-1) 3048,09; 2974,74; 2231,68; 1510,60; 1242,09; 1111,42; 1021,93; 
964,71; 693,14; 527,13 
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4.4 Sinteza 5-(2-(piridin-3-il)vinil)nikotinonitrila (4) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 1 (0,3 g; 2,31 mmol; 1,0 ekv.) in PPh3 (0,06 g; 0,23 mmol; 0,1 ekv.). 
Zmes smo 5 minut prepihovali z argonom. Potem smo dodali 3-bromopiridin (0, 34 ml; 3,46 
mmol; 1,5 ekv.), Et3N (0,32 ml; 2,31 mmol; 1,0 ekv.), CH3CN (4 ml) in nazadnje Pd(OAc)2 
(0,052 g; 0,23 mmol; 0,1 ekv.). Zmes smo segrevali 2 h v mikrovalovnem reaktorju pri 
temperaturi 130 °C. Zaradi slabega poteka reakcije smo dodali K2CO3 (0,32 g; 2,31 mmol; 
1,0 ekv.) in Pd(PPh3)4 (0,13 g; 0,12 mmol; 0,05 ekv.) ter ponovno segrevali, tokrat 1 h pri 
temperaturi 150 °C. Sledila je ekstrakcija. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (100 ml) in 
spirali s H2O (20 ml) ter z nasičeno raztopino NaCl (20 ml). Organsko fazo smo posušili z 
Na2SO4 in filtrirali. Topilo smo odstranili z rotavapiranjem, suh produkt pa nadalje čistili s 
kolonsko kromatografijo (mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1). 
Videz Rumena trdna snov 
Tališče [°C] 98,2-103,4 
Izkoristek 7 % 
TLC Rf = 0,24; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ 8.90 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 8.73 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.07 (dd, J = 2.0 Hz, 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 7.54 (dd, 8.3 Hz, 2H, 
Hpiridin), 7.44-7.38 (m, 2H, Hpiridin), 7.38-7.32 (m, 1H, Hpiridin), 
7.24 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hdv.vez), 7.05 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hdv.vez) 
ppm 
13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) 
δ 151.3, 150.4, 135.7, 135.5, 133.7, 133.5, 129.1, 129.0, 127.0, 
122.4, 116.6, 110.1 ppm 
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HRMS Izračunano za C13H10N3 (M+H)
+: 208,0894 
Teoretična: 208,0869 
HPLC tR = 8,733 min; 9,773 min (91,1 %; 6,5 %) 
IR (cm-1) 3072,74; 2233,46; 1023,02; 968,25; 696,22 
 
4.5 Sinteza 5-(4-metoksi-3-nitrostiril)nikotinonitrila (5) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 1 (0,3 g; 2,31 mmol; 1,0 ekv.), 4-bromo-2-nitroanizol (0,80 g; 3,46 
mmol; 1,5 ekv.) in PPh3 (0,06g; 0,23 mmol; 0,1 ekv.). Zmes smo 5 minut prepihovali z 
argonom. Potem smo dodali Et3N (0,32 ml; 2,31 mmol; 1,0 ekv.), CH3CN (4 ml) in nazadnje 
Pd(OAc)2 (0,052 g; 0,23 mmol; 0,1 ekv.) ter segrevali 2 h v mikrovalovnem reaktorju pri 
temperaturi 130 °C. Izpadla oborina je vsebovala željen produkt, zato smo jo filtrirali s 
presesavanjem in jo shranili za poznejšo prekristalizacijo. Ker je bilo v matičnici še nekaj 
izhodne spojine 1, smo ji dodali 4-bromo-2-nitroanizol (0,21 g; 0,92 mmol; 0,4 ekv.) in 
Pd2(dba)3 (0,05g; 0,055 mmol; 0,02 ekv.), da bi dobili večji izkoristek. Zmes smo segrevali 
1 h pri temperaturi 130 °C. Topilo smo odstranili z rotavapiranjem. Dobljen produkt je bil 
zelo nečist zato smo ga zavrgli. Oborino, ki smo jo na začetku shranili, smo prekristalizirali 
iz acetonitrila in dobili čist produkt. 
Videz Rumena trdna snov 
Tališče [°C] 199,2-202,6 
Izkoristek 22 % 
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TLC Rf = 0,28; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
 δ 9.01 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 8.89 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.56 (dd, J = 2.2 Hz, 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 8.15 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 
HAr), 7.9 (dd, J = 2.3, 8.9 Hz, 1H, HAr), 7.59 (d, J = 16.6 Hz, 1H, 
Hdv.vez),  7.44 (d, J = 8.9 Hz, 1H, HAr), 7.36 (d, J = 16.6 Hz, 1H, 
Hdv.vez), 4.0 (s, 3H, HCH3) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 152.4, 152.0, 151.1, 140.0, 136.5, 133.4, 133.1, 131.0, 129.5, 
123.9, 123.3, 117.4, 115.3, 109.8, 57.4 ppm 
HRMS Izračunano za C15H12N3O3 (M+H)
+: 282,0872 
Teoretična: 282,0873 
HPLC tR = 7,910 min (96,0 %) 
IR (cm-1) 3073,52; 2948,43; 2851,22; 2231,65; 1614,03; 1523,38; 1353,65; 
1264,77; 1015,57; 959,03; 824,53; 694,74; 513,31 
 
4.6 Poskus sinteze 5-(2-(piridin-4-il)vinil)nikotinonitrila (6) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 1 (0,05 g; 0,38 mmol; 1,0 ekv.), 4-bromopiridin hidroklorid (0,11 g; 
0,58 mmol; 1,5 ekv.) in PPh3 (0,01 g; 0,038 mmol; 0,1 ekv.). Zmes smo 5 minut prepihovali 
z argonom. Potem smo dodali Et3N (0,054 ml; 0,38 mmol; 1,0 ekv.), CH3CN (3 ml) in 
nazadnje Pd(PPh3)2Cl2 (0,027 mg; 0,039 mmol; 0,1 ekv.) ter segrevali 2 h v mikrovalovnem 
reaktorju pri temperaturi 130 °C. Zaradi slabega poteka reakcije smo dodali Et3N (0,054 ml; 
0,38 mmol; 1 ekv.) in ponovno segrevali, tokrat 1 h pri temperaturi 130 °C. Na podlagi 
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spremljanja reakcije s tankoplastno kromatografijo in NMR analizo smo ugotovili, da 
produkt ne nastaja, zato smo dodali še Pd2(dba)3 (0,01 g; 0,012 mmol; 0,03 ekv.) in segrevali 
1 h pri temperaturi 130 °C. Vidno je bilo, da reakcija ne poteka. 
4.7 Sinteza metil-3-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)benzoata (7) 
 
Postopek: 
a) Natehtali smo 3-bromobenzojsko kislino (2,0 g; 9,95 mmol; 1,0 ekv.), ji dodali 
MeOH (200 ml) in H2SO4 (1,0 ml; 18,8 mmol; 1,9 ekv.) ter segrevali pod refluksom 
24 h. Topilo smo delno odparili z rotavapiranjem in dodali EtOAc (200 ml). 
Organsko fazo smo spirali z NaHCO3 (2x20 ml) in nasičeno raztopino NaCl (20 ml), 
jo posušili z Na2SO4 ter filtrirali. Topilo smo odstranili z rotavapiranjem, produkt pa 
uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
b) Natehtali smo spojino 1 (0,5 g; 3,84 mmol; 1,0 ekv.), metil 3-bromobenzoat (1,24 g; 
5,76 mmol; 1,5 ekv.) in P(o-tol)3 (0,12 g; 0,38 mmol; 0,1 ekv.). Zmes smo 5 minut 
prepihovali z argonom. Potem smo dodali CH3CN (4 ml), Et3N (0,54 ml; 3,84 mmol; 
1,0 ekv.) in nazadnje Pd(OAc)2 (0,026 g; 0,12 mmol; 0,03 ekv.). Zmes smo segrevali 
1 h v mikrovalovnem reaktorju pri temperaturi 130 °C. Zaradi slabega poteka 
reakcije smo dodali P(o-tol)3 (0,12 g; 0,38 mmol; 0,1 ekv.) in Pd(OAc)2 (0,026 g; 
0,12 mmol; 0,03 ekv.) ter ponovno segrevali 1 h pri temperaturi 130 °C. Nastale 
kristale smo filtrirali s presesavanjem in jih shranili. V matičnici je bilo še nekaj 
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izhodnih spojin, zato smo ji z namenom povečanja izkoristka dodali P(o-tol)3 (0,12 
g; 0,38 mmol; 0,1 ekv.) in Pd(OAc)2 (0,026 g; 0,12 mmol; 0,03 ekv.) ter ponovno 
segrevali 1 h pri temperaturi 130 °C. Reakcijsko zmes in shranjene kristale smo 
združili in produkt poskusili očistiti s kolonsko kromatografijo. Za mobilno fazo smo 
uporabili heksan/etilacetat = 3/1 in heksan/etilacetat = 2/1. Ker je produkt ostal 
neraztopljen na koloni, smo na koncu le-to sprali z MeOH. Dobili smo nečist 
produkt, ki smo ga potem očistili s prekristalizacijo iz MeOH.  
Videz Rumeno-bela trdna snov 
Tališče [°C] 108,7-119,9 
Izkoristek 25 % 
TLC Rf = 0,29; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 in kapljica ocetne 
kisline 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
δ 9.09 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Hpiridin), 8.91 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.64 (dd, J = 2.1 Hz, 1.9 Hz, Hpiridin), 8.21 (t, J = 1.8 Hz, 1H, HAr), 
7.92 (td, J = 2.3, 7.7 Hz, 2H, HAr), 7.70 (d, J = 16.6 Hz, 1H, 
Hdv.vez), 7.60 (t, J = 7.7 Hz, 1H, HAr),  7.45 (d, J = 16.6 Hz, 1H, 
Hdv.vez), 3.90 (s, 3H, HCH3) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 166.5, 152.2, 151.2, 137.2, 136.8, 133.4, 132.4, 131.7, 130.8, 
129.9, 129.5, 127.9, 124.7, 117.4, 109.7, 52.8 ppm 
HRMS Izračunano za C16H13N2O2 (M+H)
+: 265,09698 
Teoretična: 265,09715 
HPLC tR = 8,480 min (92,9 %) 
IR (cm-1) 3058,46; 2952,90; 2231,67; 1720,35; 1289,66; 1208,65; 1109,06; 
968,60; 746,52; 695,25 
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4.8 Poskus sinteze 5-(2-(piridin-2-il)vinil)nikotinonitrila (8) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 1 (0,05 g; 0,38 mmol; 1,0 ekv.) in PPh3 (0,01 g; 0,038 mmol; 0,1 ekv.) 
ter zmes 5 minut prepihovali z argonom. Potem smo dodali 2-bromopiridin (0,55 ml; 0,58 
mmol; 1,5 ekv.), Et3N (0,054 ml; 0,38 mmol; 1,0 ekv.), CH3CN (4 ml) in nazadnje 
Pd(PPh3)2Cl2 (0,008 g; 0,012 mmol; 0,03 ekv.) ter segrevali 2 h v mikrovalovnem reaktorju 
pri temperaturi 130 °C. Reakcijo smo spremljali s TLC, NMR in LCMS. Ker nismo bili 
prepričani, ali je produkt nastal, smo reakcijsko zmes poskusili očistiti s kolonsko 
kromatografijo (mobilna faza: heksan/etilacetat = 3/1). Ugotovili smo, da reakcija ni potekla. 
4.9 Sinteza metil 2-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)benzoata (9) 
 
Postopek: 
a) Natehtali smo 2-bromobenzojsko kislino (2,0 g; 9,95 mmol; 1,0 ekv.) in dodali 
MeOH (200 ml) ter H2SO4 (1,0 ml; 18,8 mmol; 1,89 ekv.). Zmes smo segrevali 24 h 
pod refluksom. Ker reakcija ni popolnoma potekla smo dodali še H2SO4 (0,5 ml; 9,38 
mmol; 0,94 ekv.) in segrevali dodatnih 24 h pod refluksom. MeOH smo delno 
odstranili z rotavapiranjem ter dodali EtOAc (200 ml). Organsko fazo smo spirali z 
NaHCO3 (2x20 ml) in nasičeno raztopino NaCl (20 ml), jo posušili z Na2SO4, 
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filtrirali ter ji odstranili topilo z rotavapiranjem. Tekoč produkt smo uporabili v 
naslednji stopnji sinteze. 
b) Natehtali smo spojino 1 (0,5 g; 3,84 mmol; 1,0 ekv.) in P(o-tol)3 (0,12 g; 0,38 mmol; 
0,1 ekv.) ter ju 5 minut prepihovali z argonom. Potem smo dodali CH3CN (4 ml), 
metil 2-bromobenzoat (1,24 g; 5,76 mmol; 1,5 ekv.), Et3N (0,54 ml; 3,84 mmol; 1,0 
ekv.) in nazadnje Pd(OAc)2 (0,026 g; 0,12 mmol; 0,03 ekv.) ter segrevali 1 h v 
mikrovalovnem reaktorju pri temperaturi 130 °C. Z rotavapiranjem smo odstranili 
topilo in produkt očistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza: heksan/etilacetat 
= 3/1 in heksan/etilacetat = 2/1).  
Videz Rumena trdna snov 
Tališče [°C] 101,1-103,9 
Izkoristek 49 % 
TLC Rf = 0,23; mobilna faza: heksan/etilacetat = 3/1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
δ 9.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 8.93 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.57 (dd, J = 2.2 Hz, 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 8.01 (d, J = 16.5 Hz, 
1H, Hdv.vez), 7.85 (dt, J = 1.4 Hz, 8.0 Hz, 2H, HAr), 7.66 (dt, J = 
1.4 Hz, 7.7 Hz, 1H, HAr), 7.48 (t, J = 7.6 Hz, 1H, HAr), 7.22 (d, J 
= 16.5 Hz, 1H, Hdv.vez), 3.90 (s, 3H, HCH3) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 167.6, 152.1, 151.3, 137.5, 136.9, 133.5, 132.9, 131.9, 130.6, 
129.7, 128.9, 127.7, 126.1, 117.4, 109.8, 52.9, 52.9 ppm 
HRMS Izračunano za C16H13N2O2 (M+H)
+: 265,0966 
Teoretična: 265,0972 
HPLC tR = 8,443 min (97,5 %) 
IR (cm-1) 3077,45; 2955,61; 2234,57; 1710,02; 1562,45; 1235,60; 1073,34; 
975,88; 749,96; 697,09; 521,94 
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4.10 Sinteza 5-(4-nitrostiril)nikotinonitrila (10) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 1 (0,4 g; 3,07 mmol; 1,0 ekv.), P(o-tol)3 (0,094 g; 0,31 mmol; 0,1 
ekv.) in 1-bromo-4-nitrobenzen (0,93 g; 4,61 mmol; 1,5 ekv.). Zmes smo 5 minut prepihovali 
z argonom. Potem smo dodali Et3N (0,43 ml; 3,07 mmol; 1,0 ekv.), CH3CN (4 ml) in 
nazadnje Pd(OAc)2 (0,02 g; 0,092 mmol; 0,03 ekv.) ter segrevali 1 h v mikrovalovnem 
reaktorju pri temperaturi 130 °C. Reakcijsko zmes smo dali v zamrzovalnik, ker je bilo 
vidno, da počasi nastaja oborina. Naslednji dan smo odlili tekoči del, oborino pa poskušali 
očistiti s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo mobilne faze v naslednjem vrstnem redu: 
heksan/etilacetat = 2/1, heksan/etilacetat = 1/1, etilacetat in MeOH. Precej časa smo 
potrebovali, da smo produkt sprali s kolone. Ker ni bil popolnoma čist, smo ga poskusili 
očistiti s prekristalizacijo. Raztopili smo ga v MeOH in med rahlim segrevanjem dodajali 
dietileter, dokler ni izpadla oborina, za katero smo predvidevali, da vsebuje željen produkt. 
Zmes smo pustili čez noč v zamrzovalniku. Oborino smo filtrirali s presesavanjem in 
ugotovili, da je željen produkt v matičnici, ne v oborini. Matičnici smo nato odparili topilo 
in produkt raztopili v MeOH z namenom prekristalizacije. Želeli smo, da produkt izpade v 
obliki oborine, zato smo dodajali vodo. Ko je izpadla oborina, smo dali zmes v zamrzovalnik 
in jo pustili čez noč. Oborino smo filtrirali s presesavanjem in jo posušili do suhega v 
eksikatorju. Dobili smo produkt, ki pa še vedno ni bil popolnoma očiščen. 
Videz Rjavo-rdeča trdna snov 
Tališče [°C] 182,0-190,6 
Izkoristek 3 % 
TLC Rf = 0,26; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 
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1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
δ 9.10 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 8.95 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.68 (dd, J = 1.9 Hz, 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 8.30 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 
HAr), 7.88 (d, J = 8.8 Hz, 2H, HAr), 7.73 (d, J = 16.6 Hz, 1H, 
Hdv.vez), 7.59 (d, J = 16.6 Hz, 1H, Hdv.vez) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 152.5, 151.8, 147.4, 143.4, 137.2, 132.9, 131.3, 128.3, 128.1, 
124.7, 117.4, 109.9 ppm 
HRMS Izračunano za C14H10N3O2 (M+H)
+: 252,07652 
Teoretična: 252,07675 
HPLC tR = 4,607 min; 4,913 min (14,7 %; 74,7%) 
IR (cm-1) 3069,24; 2236,69; 1593,65; 1508,50; 1335,70; 1109,34; 965,00; 
867,47; 695,15 
 
4.11 Sinteza 5-(2-(hidroksimetil)stiril)nikotinonitrila (11) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 1 (0,4 g; 3,07 mmol; 1,0 ekv.), (2-bromofenil) metanol (0,86 g; 4,61 
mmol; 1,5 ekv.) in P(o-tol)3 (0,094 g; 0,31 mmol; 0,1 ekv.). Zmes smo 5 minut prepihovali 
z argonom. Potem smo dodali Et3N (0,43 ml; 3,07 mmol; 1,0 ekv.), CH3CN (4 ml) in 
nazadnje Pd(OAc)2 (0,02g; 0,092 mmol; 0,03 ekv.) ter segrevali 1 h v mikrovalovnem 
reaktorju pri temperaturi 130°C. Reakcija je potekla, zato smo odstranili topilo z 
rotavapiranjem, produkt pa poskusili očistiti s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo 
mobilne faze v naslednjem vrstnem redu: heksan/etilacetat = 2/1, heksan/etilacetat = 1/1, 
etilacetat. Ker dobljen produkt ni bil dovolj čist, smo naredili prekristalizacijo. Produkt smo 
ob segrevanju in dodajanju etilacetata raztopili v dietiletru. Raztopino smo dali čez noč v 
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zamrzovalnik. Ker oborina ni nastala, smo raztopino ponovno segrevali, vmes pa dodajali 
petroleter, dokler ni izpadla oborina. Zmes smo ponovno pustili čez noč v zamrzovalniku, 
naslednji dan pa raztopino le odlili, saj je nastala oborina ostala prilepljena na stene bučke. 
Produkt smo posušili v eksikatorju.  
Videz Rumena trdna snov 
Tališče [°C] 116,5-119,4 
Izkoristek 36 % 
TLC Rf = 0,25; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
δ 9.05 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Hpiridin), 8.89 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.68 (dd, J = 2.3 Hz, 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 7.74 (d, m, J = 16.2 Hz, 
2H, Hdv.vez, HAr),  7.46 (dd, J = 6.7 Hz, 2.9 Hz, 1H, HAr), 7.33 (m, 
J = 4.6 Hz, 2H, HAr), 7.22 (d, J = 16.2 Hz, Hdv.vez) 5.27 (t, J = 5.6 
Hz, 1H, HOH), 4.72 (d, J = 5.6 Hz, 2H, HCH2)  
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 152.3, 151.0, 140.8, 136.7, 134.5, 133.8, 130.5, 128.8, 128.3, 
127.7, 125.8, 124.7, 117.5, 109.7, 61.4 ppm 
HRMS Izračunano za C15H13N2O (M+H)
+: 237,10201 
Teoretična: 237,10224 
HPLC tR = 9,524 min; 10,081 min (88,9 %; 5,4 %) 








Natehtali smo spojino 2 (0,1 g; 0,42 mmol; 1,0 ekv.) in ji dodali toluen (6 ml) ter 
tributilkositrov azid (0,23 ml; 0,85 mmol; 2,0 ekv.). Zmes smo segrevali čez noč pod 
refluksom. Z rotavapiranjem smo odstranili toluen, reakcijsko zmes raztopili v MeOH in 
raztopino nakisali z 1M HCl do pH = 1-2, ko je izpadla oborina. Le-to smo filtrirali s 
presesavanjem in jo posušili v eksikatorju. Dobili smo nečist produkt, ki smo ga poskusili 
očistiti s kolonsko kromatografijo (mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 5/1 in 2% ocetne kisline). 
S čiščenjem nismo bili uspešni, zato smo združili dobljene frakcije, dodali še matičnico od 
filtriranja in produkt poskusili očistiti z reverznofazno kolonsko kromatografijo (mobilna 
faza: voda in 1% TFA/acetonitril). Tudi tokrat nismo bili uspešni, zato smo na tej stopnji 
zaključili. 
4.13 Sinteza 3-(4-metoksi-3-nitrostiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina (13) 
 
Postopek: 
Natehtali smo spojino 5 (0,1 g; 0,36 mmol; 1,0 ekv.), NH4Cl (0,038 g; 0,71 mmol; 2,0 ekv.) 
in NaN3 (0,046 g; 0,71 mmol; 2,0 ekv.) ter dodali DMF (6 ml). Zmes smo čez noč segrevali 
na oljni kopeli pri temperaturi približno 100°C. Naslednji dan smo z rotavapiranjem 
odstranili večino DMF in reakcijsko zmes nakisali z 1M HCl do pH = 1-2, ko je izpadla 
oborina. Le-to smo filtrirali s presesavanjem in jo posušili v eksikatorju. Dobili smo čist 
produkt. 
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Videz Rumena trdna snov 
Tališče [°C] 220,1 – 223,4  
Izkoristek 116 % 
TLC Rf = 0; mobilna faza: heksan/etilacetat = 1/1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
δ 9.07 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Hpiridin), 8.96 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.63 (dd, J = 1.7 Hz, 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 8.22 (d, J = 2.4 Hz, 1H, 
HAr), 7.97 (dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz, 1H, HAr), 7.59 (d, J = 16.7 Hz, 
1H, Hdv.vez), 7.47 (d, J = 16.7 Hz, 1H, Hdv.vez), 7.45 (d, J = 8.8 Hz, 
1H, HAr), 3.97 (s, 3H, HCH3) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 154.7, 152.2, 150.6, 146.7, 140.0, 133.6, 133.0, 131.4, 129.9, 
129.7, 124.8, 123.3, 121.6, 115.2, 57.3 ppm 
HRMS Izračunano za C15H13N6O3 (M+H)
+: 325,10643 
Teoretična: 325,10436 
HPLC tR = 7,003 min (80,2 %) 
IR (cm-1) 3077,92; 2434,37; 1617,86; 1525,20; 1350,05; 1275,10; 1180,26; 
1015,46; 963,83; 675,43 
 







Natehtali smo spojino 11 (0,1 g; 0,42 mmol; 1,0 ekv.), NH4Cl (0,045 g; 0,85 mmol; 2,0 
ekv.), NaN3 (0,055 g; 0,85 mmol; 2,0 ekv.), in dodali DMF (6 ml). Zmes smo segrevali čez 
noč na oljni kopeli pri temperaturi približno 100°C. Naslednji dan smo z rotavapiranjem 
odstranili večino DMF in reakcijsko zmes nakisali z 1M HCl do pH = 1-2, ko je izpadla 
oborina. Le-to smo filtrirali s presesavanjem in jo posušili v eksikatorju. Dobljen produkt 
smo očistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 5/1 in 2% ocetne 
kisline). 
Videz Rumena trdna snov 
Tališče [°C] Nad 300  
Izkoristek 71 % 
TLC Rf = 0,22; mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 5/1 in 2% ocetne 
kisline 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
δ 9.03 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Hpiridin), 8.68 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.49 (dd, J = 1.9 Hz, 2.1 Hz, 1H, Hpiridin), 7.77 (dd, J = 1.9, 7.3 
Hz, 1H, HAr), 7.65 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hdv.vez), 7.42 (dd, J = 2.4, 
6.6 Hz, 1H, HAr), 7.31 (dt, J = 2.4, 6.6 Hz, 2H, HAr), 7.25 (d, J = 
16.5 Hz, 1H, Hdv.vez), 5.30 (t, J = 5.3 Hz, 1H, HOH), 4.70 (d, J = 
4.46 Hz, 2H, HCH2) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 158.6, 147.5, 146.4, 140.2, 135.4, 133.2, 129.8, 128.6, 128.5, 
128.2, 127.9, 127.8, 127.0, 125.8, 61.7 ppm 
HRMS Izračunano za C15H14N5O (M+H)
+: 280,11885 
Teoretična: 280,11929 
HPLC tR = 7,005 min; 2,394 min (78,6 %; 10,6 %) 
IR (cm-1) 3070,26; 2882,97; 1699,25; 1544,40; 1410,19; 1296,21; 1011,05; 
964,37; 897,72; 744,91; 662,25 
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Natehtali smo spojino 7 (0,08 g; 0,30 mmol; 1,0 ekv.), dodali LiOH (75,7 ml; 7,57 mmol; 
25,0 ekv.), THF (7 ml) in H2O (10 ml) ter mešali čez noč. Naslednji dan smo z 
rotavapiranjem odstranili THF. Za lažjo ekstrakcijo smo reakcijski zmesi dodali 10 ml H2O. 
Vodno fazo smo najprej sprali z dietiletrom (2x10 ml), potem pa jo nakisali s koncentrirano 
HCl do pH = 1, ko je izpadla oborina. Le-to smo filtrirali s presesavanjem in jo posušili v 
eksikatorju. Z analizami smo ugotovili, da oborina vsebuje 2 produkta. 
Videz Bela trdna snov 
Tališče [°C] 257,3 – 262,9 
Izkoristek 59 % 
TLC Rf = 0; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
Ker je spojina zmes, spektra ni bilo mogoče zadovoljivo 
interpretirati. 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
Ker je spojina zmes, spektra ni bilo mogoče zadovoljivo 
interpretirati. 





IR (cm-1) 3384,87; 3213,97; 2237,22; 1662,39; 1624,01; 1441,92; 1287,40; 
1262,21; 970,09; 747,03; 692,43 
 






Natehtali smo spojino 9 (0,05 g; 0,19 mmol; 1,0 ekv.), dodali THF (5 ml), NaOH (0,95 ml; 
0,95 mmol; 5,0 ekv.) in mešali 2 h pri sobni temperaturi. Po 2 h mešanja smo dodali še 
približno 3 ml NaOH in mešali čez noč pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo z 
rotavapiranjem odstranili THF. Vodno fazo smo sprali z dietiletrom (2x15 ml) in jo nakisali 
z 1M HCl do pH = 1-2, ko je izpadla oborina. Le-to smo posušili v eksikatorju in dobili 
produkt.  
Videz Bela trdna snov 
Tališče [°C] 216,3 – 220,9  
Izkoristek 72 % 
TLC Rf = 0; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
δ 8.96 (dd, J = 2.0 Hz, 6.2 Hz, 2H, Hpiridin), 8.42 (t, J = 2.0 Hz, 
1H, Hpiridin), 8.1 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hdv.vez), 7.88 (ddd, J = 1.5 
Hz, 7.8 Hz, 9.9 Hz, 2H, HAr), 7.62 (dt, J = 1.5, 7.8 Hz, 1H, HAr), 
7.45 (t, J = 7.8 Hz, 1H, HAr), 7.29 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hdv.vez) 
ppm 
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13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 168.9, 166.7, 153.9, 152.1, 149.5, 137.8, 133.8, 133.4, 132.5, 
130.9, 130.5, 128.5, 127.4, 127.3, 126.6 ppm 
HRMS Izračunano za C15H11N2O2 (M+H)
+: 251,0812 
Teoretična: 251,0815 
HPLC tR = 7,105 min; 7,564 min (81,1 %; 5,9 %) 
IR (cm-1) 3070,32; 1703,22; 1254,67; 963,35; 749,27 
 






Natehtali smo spojino 9 (0,05 g; 0,19 mmol; 1,0 ekv.) in dodali THF (10 ml). Z vakuumsko 
črpalko smo izsesali zrak in prepihovali z argonom približno 1 minuto. Postopek 
prepihovanja z argonom smo ponovili trikrat. Potem smo dodali Pd/C in ponovno z 
vakuumsko črpalko izsesali zrak ter zmes prepihovali z vodikom. Postopek prepihovanja 
smo ponovili trikrat in pustili mešati čez noč pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo s 
tankoplastno kromatografijo preverili potek reakcije. Dodali smo 10 ml MeOH in 
prepihovali z argonom po prejšnjem postopku. Potem smo dodali Pd/C in prepihovali z 
vodikom po prejšnjem postopku. Zmes smo mešali čez noč pri sobni temperaturi. Naslednji 
dan smo reakcijsko zmes filtrirali s presesavanjem. Matičnici smo odstranili topilo z 
rotavapiranjem in dobljen produkt očistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza: 
heksan/etilacetat = 2/1). 
Videz Bela trdna snov 
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Tališče [°C] 80,7 – 83,2 
Izkoristek 32 % 
TLC  Rf = 0,23; mobilna faza: heksan/etilacetat = 2/1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO) 
δ 8.86 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hpiridin), 8.65 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 
8.14 (dd, J = 2.0 Hz, 2.2 Hz, 1H, Hpiridin), 7.82 (dd, J = 1.5, 7.8 
Hz, 1H, HAr), 7.52 (dt, J = 1.5, 7.5 Hz, 1H, HAr), 7.35 (t, J = 7.5 
Hz, 2H, HAr), 3.80 (s, 3H, HCH3), 3.21 (t, J = 7.8 Hz, 2H, HCH2), 
2.93 (t, J = 7.8 Hz, 2H, HCH2) ppm 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO) 
δ 167.7, 153.9, 150.5, 142.2, 139.9, 137.9, 132.7, 131.7, 130.7, 
129.8, 127.1, 117.5, 109.1, 52.6, 35.1, 34.1 ppm 
HRMS Izračunano za C16H15N2O2 (M+H)
+: 267,11224 
Teoretična: 267, 11280 
HPLC tR = 5,026 min (99,7 %) 
IR (cm-1) 2999,30; 2955,97; 2229,99; 1707,14; 1423,05; 1250,93; 1123,58; 




5 RAZPRAVA IN REZULTATI 
5.1 Komentar sinteznih postopkov 
5.1.1 Stille-jeva reakcija 
Izhodno spojino 1 smo pripravili s Stille-jevo reakcijo, pri kateri gre za spajanje organskega 
halida (halogen, vezan na ogljikov atom) in organokositrove spojine oziroma stanana v 
prisotnosti paladijevega katalizatorja. Reakcija je večstopenjska. V prvi stopnji pride najprej 
do oksidativne adicije organskega halida na paladijev katalizator. V naslednji stopnji pride 
do t.i. transmetalacije, v kateri substituiran stanan prej nastalemu kompleksu pripne enega 
od svojih substituentov. Gre za organokovinsko reakcijo, pri kateri pride do prenosa 
ligandov z ene kovine na drugo. Obenem se iz kompleksa odcepi halogen v obliki stanil 
halida. Ko substituirana dela obeh izhodnih spojin prideta v neposredno bližino, se med 
njima tvori vez v procesu reduktivne eliminacije, obenem pa pride do regeneracije 
katalizatorja (slika 18) [31]. 
S to reakcijo smo pripravili 5-vinilnikotinonitril, ki smo ga potem kot eno od izhodnih spojin 
uporabili pri vseh nadaljnjih Heckovih reakcijah. Pred dodatkom paladijevega katalizatorja 
smo zmes prepihovali z argonom, da smo ustvarili inertno atmosfero. Organsko fazo z 
nastalim produktom smo sprali z vodo z namenom odstranitve LiCl in soli paladija.  
Slika 18 - Mehanizem Stille-jeve reakcije. Prirejeno po [31]. 
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5.1.2 Heckova reakcija 
Heckova reakcija poteče med alkenom in organskim halidom in daje substituiran alken. Za 
potek potrebuje bazo in paladijev katalizator (slika 19). Odkrila sta jo Tsutomu Mizoroki in 
Richard F. Heck, zato se imenuje tudi Mizoroki-Heck reakcija [32, 33].  
 
V prvem koraku pride do oksidativne adicije organskega halida na paladijev katalizator, pri 
čemer nastane tetrasubstituiran kompleks. Paladijev katalizator Pd(II) je v kompleksu z 
ligandom PPh3 ali P(o-tol)3 in se pred vstopom v reakcijo aktivira z redukcijo v Pd(0). Nastali 
kompleks substrata s paladijem nukleofilno napade dvojno vez alkena. Sledi beta-hidridna 
eliminacija substituiranega alkena in na koncu adicija bazičnega Et3N na paladij ter 
regeneracija katalizatorja za ponoven vstop v cikel (slika 20) [32, 33]. 
S Heckovo reakcijo smo pripravili spojine 2, 3, 4, 5, 7, 9, 10 in 11, pri pripravi spojin 6 in 8 
pa nismo bili uspešni. Pri dodajanju izhodnih spojin smo pred dodatkom paladijevega 
katalizatorja zmes prepihovali z argonom. Uporabili smo različne katalizatorje, katerih izbira 
je bila odvisna od njihove razpoložljivosti na fakulteti. Uporabljali smo paladijev acetat 
(Pd(OAc)2), bis (trifenilfosfin) paladijev diklorid (Pd(PPh3)2Cl2), tetrakis (trifenilfosfin) 
paladij (Pd(PPh3)4) in tri (dibenzilidenaceton) dipaladij (Pd2dba3). Naše reakcije so najbolje 
Slika 19 - Heckova reakcija. Prirejeno po [32]. 
Slika 20 - Mehanizem Heckove reakcije. Prirejeno po [32]. 
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potekale s Pd(OAc)2. S tankoplastno kromatografijo in NMR analizo smo spremljali 
nastajanje produkta in glede na to prilagajali čas in temperaturo segrevanja reakcijske zmesi. 
Z ekstrakcijo smo odstranili prebitno sol trietilamin hidrobromid in Pd(OAc)2, ki sta se 
raztopila v vodni fazi, produkt pa je ostal v organski fazi. 
5.1.3 Zaščita karboksilne skupine  
Karboksilno skupino smo zaščitili z reakcijo esterifikacije, ki poteče med kislino in 
alkoholom (ali spojino, ki vsebuje -OH skupino), potrebna pa je tudi katalitična količina 
močne kisline [34]. 
Obstajajo tudi druge možnosti tvorbe estrov. Ester lahko nastane pri reakciji med alkoholi 
in acilnimi kloridi. Reakcija običajno poteče že pri sobni temperaturi. Tretja možnost tvorbe 
estra pa je reakcija med alkoholi in kislinskimi anhidridi, tu pa je večinoma reakcijsko zmes 
potrebno segrevati, saj v nasprotnem primeru reakcija poteka zelo počasi [35]. 
Ester smo uvajali na substrat pri spojinah 7 in 9 z namenom izboljšanja topnosti naše končne 
spojine. Pri izvedbi Heckove reakcije smo imeli pri uporabi izhodne spojine v obliki kisline 
težavo pri izolaciji končne spojine zaradi njene slabe topnosti. Za izvedbo reakcije smo 
uporabili MeOH, kisle pogoje pa smo ustvarili s H2SO4. Potek reakcije smo spremljali s 
tankoplastno kromatografijo in po potrebi dodali večjo količino katalizatorja H2SO4. Produkt 
smo izolirali z ekstrakcijo v EtOAc, ki smo ga spirali z NaHCO3 in z nasičeno raztopino 
NaCl, s čimer smo odstranili preostanek kisline in izhodne spojine, ki sta se v obliki soli 
raztopili v vodni fazi, produkt pa je ostal v organski fazi. 
5.1.4 Katalitsko hidrogeniranje 
Pri katalitskem hidrogeniranju gre za dodajanje dveh vodikovih atomov k dvojni vezi alkena, 
pri čemer nastane nasičen alkan. Reakcija je termodinamsko ugodna, saj nastane produkt z 
nižjo energijo, ki je stabilnejši od reaktantov. Vseeno pa je potrebno dodati katalizator, ki je 
največkrat Pd/C, PtO2 ali Ra-Ni [36].  
S katalitskim hidrogeniranjem smo pri spojini 17 dvojno vez pretvorili v enojno. Reakcijsko 
zmes smo pred dodatkom Pd/C prepihovali z argonom, saj je paladij v stiku s kisikom 
reaktiven in lahko pride do vžiga reakcijske zmesi. Reakcija je potekala pod vodikovo 
atmosfero. Zaradi slabega poteka, ki smo ga spremljali s tankoplastno kromatografijo in 
NMR analizo, smo dodali še MeOH, saj smo iz literaturnih podatkov ugotovili, da reakcija 
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bolje poteka v kombinaciji THF/MeOH. Na koncu smo paladij odstranili z vakuumsko 
filtracijo. 
5.1.5 Tvorba tetrazola 
Tvorbo tetrazolne skupine iz cianidne smo izvajali po dveh različnih poteh. Pri prvi smo 
poskušali pripraviti spojino 12 s pomočjo tributilkositrovega azida, kot topilo pa smo 
uporabili toluen. Gre za 1,3-cikloadicijo, ki daje na mestu 5 substituiran tributilkositrov 
tetrazol. Sn-N vez se s pomočjo HCl odcepi, pri čemer nastaneta tetrazol in Bu3SnCl (slika 
21) [37]. 
Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. Toluen smo odstranili z 
rotavapiranjem in reakcijsko zmes raztopili v MeOH ter jo nakisali z 1M HCl do pH = 1, pri 
čemer je spojina izpadla v obliki oborine. Z NMR analizo smo ugotovili prisotnost željenega 
produkta, vendar spojine nismo uspeli zadovoljivo očistiti. 
Spojini 13 in 14 smo pripravili z [2+3] cikloadicijo azidov na nitrile. Šlo naj bi za 
dvostopenjski mehanizem, pri čemer najprej nastane imidoil azidni intermediat, ki se potem 
ciklizira do tetrazola [26]. Uporabili smo NaN3 in NH4Cl ter DMF kot topilo. Reakcijsko 
zmes smo nakisali z 1M HCl do pH = 1 in nastalo oborino izolirali z vakuumsko filtracijo 
preko nuče. 
5.1.6 Odstranitev karboksilne skupine 
Pri odščiti karboksilne skupine gre za nukleofilni napad hidroksilne skupine hidroksida na 
karbonilni ogljik estra, pri čemer nastane sol kisline [38]. Spojinama 7 in 9 smo odstranili 
zaestreno karboksilno skupino z uporabo dveh različnih reagentov. 
Slika 21 - Tvorba tetrazola z 1,3-cikloadicijo [37]. 
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Pri spojini 9 smo za bazično hidrolizo uporabili NaOH, kot topilo pa smo uporabili THF, da 
smo imeli razmerje THF/H2O = 5/1. Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno 
kromatografijo in po 2 h zaradi njenega slabega poteka dodali NaOH, da smo dobili razmerje 
topil 1/1. Vodno fazo z raztopljenim produktom smo spirali z dietiletrom z namenom 
odstranitve morebitnih nečistoč (prebitna NaOH in THF). Raztopljen produkt smo z 
dodajanjem 1M HCl do pH = 1 pretvorili v kislino in ga tako izoborili. Izolirali smo ga z 
vakuumsko filtracijo preko nuče. 
Pri spojini 7 smo kot reagent uporabili LiOH, ki je šibkejša baza od NaOH, z namenom 
preprečitve nastanka morebitnih stranskih produktov. Najbolj verjetna je pretvorba cianidne 
skupine v karboksilno (-COOH) ali amidno (-CONH2) skupino. Kljub uporabi šibkejšega 
reagenta in stalnega nadzorovanja poteka reakcije s tankoplastno kromatografijo, sta pri 
reakciji nastala 2 produkta: željen produkt in spojina, pri kateri se je cianidna skupina 
pretvorila v amidno. Reakcijsko zmes smo sprali z dietiletrom in tako odstranili morebitne 
nečistoče iz vodne faze, kjer sta bila raztopljena produkta. Vodni fazi smo potem dodali 1M 
HCl do pH = 1, da smo dobili izoborjena produkta, ki smo ju izolirali z vakuumsko filtracijo.  
5.2 Rezultati bioloških testiranj 
Aktivnost končnih spojin smo testirali na encimih MAO-A, MAO-B, ligazah MurC-F, 
acetilholinesterazi in butirilholinesterazi. Vsem spojinam smo izmerili rezidualno aktivnost 
(RA) encima pri koncentraciji 100 µM. RA pomeni razmerje med aktivnostjo encima s 
prisotnim zaviralcem in aktivnostjo samega encima. Tistim, ki so imele RA manjšo od 50 %, 
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59.4 ± 4.2% 
3.1 ± 0.3% 
IC50 = 2.97 
± 0.87 µM 
(Hill = 1.3) 
83.8 ± 1.2% 95.6 ± 3.1% 100% 93% 84% 
29% 
IC50 = 46 
µM 
Hill = 1,3 
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18.8 ± 2.6% 
IC50 = 46.20 
± 8.36 µM 
(Hill = 1.7) 
4.1 ± 1.1% 
IC50 = 5.93 
± 0.60 µM 
(Hill = 1.4) 
62.5 ± 2.0% 53.6 ± 4.1% 95% 90% 97% 65% 
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60.8 ± 3.3% 
7.5 ± 0.8% 
IC50 = 5.40 
± 0.36 µM 
(Hill = 1.0) 
71.9 ± 7.0% 
21.0 ± 3.5% 
IC50 = 57.2 
± 5.3 µM 
(Hill = 1.6) 
97% 91% 100% 91% 
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83.1 ± 7.0% 




(Hill = 1.2) 
32.0 ± 1.1% 
IC50 = 1.29 
± 0.17 µM 
(Hill = 2.6) 




63.7 ± 0.4% 
26.1 ± 0.2% 
IC50 = 42.04 
± 7.19 µM 
(Hill = 0.8) 
10.1 ± 0.6% 
IC50 = 6.84 
± 0.90 µM 
(Hill = 0.7) 
98.3 ± 1.8% 96% 94% 100% 82% 
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6.0 ± 0.1% 
IC50 = 38.63 
± 4.19 µM 






2.8 ± 0.3% 
IC50 = 3.69 
± 0.45 µM 
(Hill = 0.9) 
89.2 ± 
10.9% 
99.7 ± 3.7% 99% 93% 95% 68% 
15 
 
34.4 ± 4.2% 
IC50 = 70.79 
± 5.07 µM 
(Hill = 2.4) 
69.2 ± 0.9% 
66.5 ± 
11.2% 
87.3 ± 4.0% 100% 94% 76% 46% 
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35.8 ± 0.6% 
IC50 = 55.79 
± 3.72 µM 
(Hill = 2.2) 
49.4 ± 0.3% 
IC50 = 78.40 
± 24.16 µM 
(Hill = 0.9) 
80.3 ± 2.0% 83.8 ± 6.1% 92% 94% 88% 
41% 
IC50 = 36 
µM 
Hill = 1,5 
16 
 
34.6 ± 2.4% 
IC50 = 76.64 
± 3.19 µM 
(Hill = 2.7) 




20.7 ± 1.8% 
IC50 = 95.57 
± 16. µM 
(Hill = 2.7) 
52.3 ± 2.2% 82.6 ± 3.0% 91.6 ± 4.2% 99% 92% 99% 95% 
10 
 
14.6 ± 2.0% 
IC50 = 21.87 
± 2.19 µM 
(Hill = 2.4) 
-13.9 ± 
5.6% 
IC50 = 1.41 
± 0.12 µM 
(Hill = 1.4) 
98.0 ± 8.9% 78.7 ± 5.8% 97% 94% 93% 80% 
11 
 
57.3 ± 1.4% 
48.9 ± 0.5% 
IC50 = 66.55 
± 12.66 µM 
(Hill = 1.0) 
81.1 ± 1.4% 62.0 ± 1.0% 100% 97% 100% 80% 
14 
 





25.3 ± 0.3% 
IC50 = 21.08 
± 3.26 µM 
(Hill = 2.2) 
2.3 ± 0.2% 
IC50 = 1.02 
± 0.13 µM 
(Hill = 1.1) 
95.5 ± 9.1% 98.1 ± 9.4% 99% 99% 93% 53% 
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Spojine izkazujejo najboljše rezultate pri zaviranju encima MAO-B. Vidimo, da k zaviralni 
aktivnosti največ prispeva -NO2 funkcionalna skupina, ne glede na njen položaj. Kot 
najboljši zaviralec MAO-B se je izkazala spojina 5 z IC50 vrednostjo 0.425 ± 0.032 µM, sledi 
pa ji spojina 10 z IC50 vrednostjo 1.41 ± 0.12 µM. Spojino 10 smo dali na testiranje v dveh 
oblikah, in sicer v skoraj popolnoma čisti obliki in v slabše očiščeni obliki, ki je vsebovala 
cis in trans izomeri. Slednja se je izkazala kot boljši zaviralec, z IC50 vrednostjo 1.02 ± 
0.13 µM. Iz tega rezultata je jasno, da izomer ni potrebno ločevati, saj je spojina boljši 
zaviralec v obliki zmesi. Zelo dober rezultat daje tudi spojina 7 v primerjavi s spojinami 9, 
15 in 16, iz česar je razvidno, da encim MAO-B raje veže bazične spojine, poleg tega pa je 
pomemben tudi položaj estrske funkcionalne skupine. Pri zaviranju encima MAO-A dajeta 
dobre rezultate spojina 7 in spojina 10 v obeh oblikah, vendar pa obe kažeta večjo 
selektivnost na encim MAO-B. 
Spojini 9 in 7, ki vsebujeta estrsko funkcionalno skupino (-COOMe), lahko primerjamo s 
spojino, sintetizirano v okviru magistrske naloge Tilna Urbančiča [26], ki vsebuje estrsko 
funkcionalno skupino na mestu para. Ta spojina ima visoko zaviralno aktivnost na encim 
MAO-B (IC50 = 1.75 ± 0.08 μM), ne pa tudi na encim MAO-A (RA = 78.1 ± 0.1 %). Tu je 
jasno vidno, da lahko s spreminjanjem mesta pripete funkcionalne skupine vplivamo na 
selektivnost. V okviru enake magistrske naloge lahko primerjamo tudi našo spojino 5 s 
spojino, ki ima -NO2 funkcionalno skupino na mestu orto (IC50 (MAO-B) = 0.42 ± 0.04 μM, 
RA (MAO-A) = 61.5 ± 8.9 %). Naša spojina kaže malenkost večjo selektivnost na encim 
MAO-B. 
Spojini 5 in 13 zavirata encim AChE, kar kaže na pomembnost prisotnosti funkcionalnih 
skupin -NO2 in -OCH3, saj pri spojini 3,  ki vsebuje le -OCH3, opazimo bistveno slabšo RA. 
Tu bi si želeli testirati tudi spojino, ki ima prisotno le -NO2 skupino na mestu meta, da bi 
lahko sklepali, ali je pomembna prisotnost obeh funkcionalnih skupin skupaj. Pri testiranju 
zaviranja BChE se je najbolje izkazala spojina 4 z IC50 = 57.2 ± 5.3 µM, ostale spojine pa 
dajejo zelo slabe rezultate. 
Kot potencialna zaviralca ligaz Mur, natančneje ligaze MurF, sta se izkazali samo 2 spojini, 
in sicer spojina 2 z IC50 = 46 µM, in 9, z IC50 = 36 µM, kar je sicer malo presenetljivo, saj 
naj bi bil tetrazolni obroč ključen za selektivnost na encime Mur, -CN skupina pa ključna za 




Uspešno smo sintetizirali enajst 5-stirilnikotinonitrilnih derivatov in jih testirali na zaviranje 
encimov MAO-A, MAO-B, encimov Mur in holin esteraz. Najboljše rezultate smo dobili pri 
zaviranju encima MAO-B. Spojina 5, ki je potencialna spojina vodnica, je zavirala encim 
MAO-B z IC50 vrednostjo 0.425 µM, kar je celo bolje od IC50 safinamida, ki znaša 0.450 
μM [39]. Dve spojini smo uspeli pretvoriti v obliko s tetrazolnim obročem (13 in 14), nobena 
pa se ni izkazala kot zaviralec encimov Mur. Spojina 13 je presenetljivo dober zaviralec 
MAO-B in AChE, kljub odsotnosti -CN funkcionalne skupine, ki naj bi bila ključna za 
monoamin oksidazno selektivnost. Kot edina zaviralca ligaz Mur, natančneje MurF, sta se 
izkazali le spojini 2 in 9, z zaviralnimi aktivnostmi v mikromolarnem območju. 
Pri izvajanju Heckove reakcije je bilo potrebno stalno spremljanje poteka reakcij in 
spreminjanje pogojev (čas in temperatura segrevanja, naknadno dodajanje reagentov), da 
smo prišli do ustreznih rezultatov. Sintetizirane spojine imajo v večini slabe izkoristke in 
topnost, zato prihaja do težav pri njihovem čiščenju in analizi. 
Spojina 5 izkazuje boljšo zaviralno aktivnost od safinamida, zato ponuja odlične možnosti 
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